膀胱上皮におけるMR-ENaCシグナルに着目した蓄尿症状の病態解明 by 山本 清司
  




学 位 の 種 類 
 
 
  博士 (薬学)  
 




学 位 記 番 号   第３２６号 
 
氏    名 
 
 
  山本 清司 
 
 
授 与 年 月 日 
 
 
















  主査： 鈴木 匡 



























1.  本論文は、2017 年 3 月名古屋市立大学大学院薬学研究科において審査され
たものである。 
 
  主査 鈴木 匡  教授 
   副査 木村 和哲 教授 
  副査 肥田 重明  教授 
   副査 山村 寿男  准教授 




 1)  Seiji Yamamoto, Yuji Hotta, Kotomi Maeda, Tomoya Kataoka, 
Yasuhiro Maeda, Takashi Hamakawa, Shoichi Sasaki, Takahiro 
Yasui, Kiyofumi Asai, Kazunori Kimura 
Mineralocorticoid receptor stimulation induces urinary storage 
dysfunction via upregulation of epithelial sodium channel 
expression in the rat urinary bladder epithelium. 
Journal of Pharmacological Sciences, 130, 219-225 (2016) 
 
 2) Seiji Yamamoto, Yuji Hotta, Kotomi Maeda, Tomoya Kataoka, 
Yasuhiro Maeda, Takashi Hamakawa, Yasuhiro Shibata, Shoichi 
Sasaki, Shinya Ugawa, Takahiro Yasui, Kazunori Kimura 
High salt loading induces urinary storage dysfunction via 
upregulation of epithelial sodium channel alpha in the bladder 
epithelium in Dahl salt-sensitive rats. 












第一章 ラット膀胱上皮における MR—ENaC 経路の膀胱機能への関与 
第一節 背景 7 
第二節 実験材料および方法 9 
第三節 実験結果 15 
第四節 考察 25 
     
第二章 食塩感受性高血圧モデルラットを用いた蓄尿障害の機能解析 
第一節 背景 29 
第二節 実験材料および方法 31 
第三節 実験結果 33 
第四節 考察 40 
 
総括  42 
 









ACh:  acetylcholine 
ANOVA:  analysis of variance 
ASIC:  acid-sensing ion channel 
DAPI:  4',6-diamidino-2-phenylindole 
DS rats:  Dahl salt-sensitive rats 
DR rats:  Dahl salt-resistant rats 
ENaC:  epithelial sodium channel 
EPL:  eplerenone 
FC: fludrocortisones 
HPMC:  hydroxypropyl methylcellulose 
ICI:  intercontraction intervals 
MP: maximum intravesical pressure 
MR: mineralocorticoid receptor 
mRNA: messenger ribonucleic acid 
PAGE: poly-acrylamide gel electrophoresis 
PBS:  phosphate buffered saline 
PCR:  polymerase chain reaction 
PVDF:  polyvinylidene fluoride 
RT-PCR:  reverse transcription polymerase chain reaction 
SD rats: Sprague-Dawley rats 
SDS: Sodium dodecyl sulfate 
SHR:  spontaneously hypertensive rats 
TBST:  tris-buffered saline tween-20 
TCA:  trichloroacetic acid 



















2002年 11月から 2003年 3月にかけて、日本排尿機能学会によって行われた、
我が国の 40 歳以上の男女 4480 人を解析対象者とした疫学調査により、60 歳以
上においては約 78%が何らかの下部尿路症状を有していることが示された。今
回我々が着目した蓄尿症状については、解析対象者全体のうち、約 70％が就寝
時に 1 回以上排尿のために起床する必要がある夜間頻尿を訴え、約 50％が日中
に 8 回以上の排尿がある昼間頻尿を訴えている（Fig. 1）[2]。また、昼間頻尿、 


















回以上）に関して、Fig. 2 に年齢別の有症者の割合を示した[2]。 
 
 




































 膀胱上皮には、Epithelial sodium channel（ENaC）が機械受容器として発
現しており、ENaC が膀胱壁の伸展を感知することで上皮細胞からの ATP 放出
を介した膀胱の収縮に寄与することが報告されている[7]。一方、腎臓の遠位ネ
フロンの上皮細胞においては、ENaC は Na+の再吸収に関わり、体液量や血圧
の維持に寄与する。ENaC の発現量や活性は Mineralocorticoid receptor（MR）
により調節されていることが知られている[8]。しかし、これまでに、哺乳類の
膀胱における MR の発現は報告されておらず、MR-ENaC 経路が膀胱機能に与
える影響については未解明である。そこで、本研究において、第一章では、膀
胱における MR の発現解析と、MR—ENaC 経路の膀胱機能への関与について検
討した。第二章では、蓄尿障害モデルの一つである食塩感受性高血圧モデルDahl 





































ネルである transient receptor potential（TRP）チャネル（TRPV2、TRPM7、
TRPA1）、プリン受容体（P2X、P2Y）、および上皮性ナトリウムチャネル（ENaC）
などのイオンチャネルが発現していることが報告されている[4, 15]。ラットの膀
































おける MR の発現を解析し、さらに、MR の刺激薬として合成ミネラロコルチ
コイドであるフルドロコルチゾンや ENaC の阻害薬であるアミロライドを用い







 10～12 週齢、雄性、Sprague-Dawley（SD）ラット(SLC, Hamamatsu, Japan)
を用いた。動物は、温度および湿度が、それぞれ 23±2℃および 50±10％にな
るようにコントロールされた部屋で、自由に餌と水を摂取することができるよ
うにし、12 h 毎の明暗サイクルで飼育した。 
 組織を摘出する際には、ラットをイソフルラン(Wako, Osaka, Japan)で安楽





2-1．組織からの total RNA の抽出 
 ラットから摘出した尿管や腎盂を含まない腎実質、および、膀胱から、
ISOGEN reagent (Nippon Gene, Tokyo, Japan)を用いて、添付のプロトコール
に従い total RNA を抽出した。得られた RNA 溶液の 260 nm と 280 nm の吸
光度を測定し、濃度と純度を測定した。260 nm の吸光度を 280 nm の吸光度で
除した値が 1.8 以上であったサンプルについてのみ逆転写反応に使用した。 
 
2-2．cDNA の合成 
 得られた total RNA 1 g から、ReverTra Ace--キットⓇ(Toyobo, Osaka, 
Japan)を用いて、添付のプロトコールに従い、table 1 の組成で Thermal Cycler 
2720 (Applied Biosystems, Foster City, USA)を用いて逆転写反応を行った。逆
転写反応は 42℃ 20 min、99℃ 5 min の条件で行った。合成した cDNAは滅





Table 1  Composition of reverse transcription 
materials volume 
RNase free water 12.4 － X L 
5×RT Buffer 4 L 
dNTP mixture (10 mM) 2 L 
RNase Inhibitor (10 U/L) 0.3 L 
Oligo(dT)20 (10 pmol/L) 1 L 
Total RNA (1 g) X L 
ReverTra AceⓇ (10 U/L) 0.3 L 
Total Volume 20 L 
 
2-3．RT-PCR（reverse transcriptase-polymerase chain reaction） 
 ラット MR（official symbol：Nr3c2、accession number：NM_013131）を
検出するために、RT-PCR に用いたプライマーの配列は、センスプライマーと
して、 5ʹ-GTGGACAGTCCTTTCACTACCG-3ʹ、アンチセンスプライマーとし
て、5ʹ -TGACACCCAGAAGCCTCATCTC-3ʹ であり、PCR 産物は 286 bp とな
るよう設計した。プライマーの特異性はラットのゲノムのデータベースを用い
て BLAST search により確認した。 
cDNA は AmpliTaq Gold DNA Polymerase in Buffer II と MgCl2 (Applied 
Biosystems)とともに混ぜ、プライマーを加え、Thermal Cycler 2720 (Applied 
Biosystems)を用いてPCRを行った。反応は 1 サイクル 95℃ 30 s、60℃ 30 s、
72℃ 30 s の条件で 35 サイクル行い、前後の反応は 95℃ 10 min、72℃ 7 min 
の条件で行った。cDNA を加えない反応液を陰性対照とした。得られた PCR 産






 MRのmRNA発現量を解析するための real-time PCR解析に用いたプライマ
ーは、センスプライマーとして、 5ʹ-TGATTGACAGTTGGTCGGCA-3ʹ、アン
チセンスプライマーとして、5ʹ -TGGGAGTGGAGAGGGAAGAGT-3ʹ である。
各 primer は、sense primer と antisense primer が 5 μM となるよう調整した。
Table 2 に示す組成にて ABI Prism7300 (Applied Biosystems)を用いて
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real-time PCR を行った。反応条件は 50℃ 2 min、95℃ 10 min、95℃ 15 sec、
60℃ 1 min (40 cycle)で行った。解析には⊿⊿Ct 法を用いて GAPDH との比で
比較した。 
 
Table 2  Composition of real-time PCR 
cDNA 2 μL 
primer (5 μM) 2 μL 
POWER SYBR® PCR MASTER MIX 10 μL 
milli Q 6 μL 




 Fig.7 において、SD ラットから摘出した組織は、4％パラホルムアルデヒド溶
液中で一晩静置し固定した。固定後 10％、20％、30％スクロース溶液に順次、
それぞれ 12 h 以上静置し、スクロース置換を行った。その後、組織を O.C.T. 
compound (Sakura Finetechnical, Tokyo, Japan) を用いて包埋し、液体窒素を
用いて凍結した。凍結したサンプルは解析に用いるまで、－80℃で保存した。 
凍結したサンプルから、厚さ 10 m の組織切片を作製し、スライドガラスに乗
せ、phosphate buffered saline（PBS）溶液で洗浄し、5% skim milk in PBS
中で 1～2 h インキュベートし、1 次抗体の非特異的結合をブロッキングした。
PBS で洗浄した後、一次抗体として、goat anti-MR polyclonal antibody (1:50, 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)を用いて 30 min、または、rabbit 
anti-ENaC- polyclonal antibody (1:200, Bioss, Woburn, USA)を用いて一晩
インキュベートした。MRの可視化にはAlexa Fluor 488 Donkey Anti-Goat IgG 
(H+L) antibody (1:250, Molecular Probes, Eugene, USA)を用いて 30 min、
ENaCの可視化には、Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) antibody 
(1:250, Molecular Probes)を用いて 30 min インキュベートした。そして細胞核
を染色するために Cellstain DAPI solution (Dojindo Laboratories, Kumamoto, 
Japan)で 3～5 min インキュベートした。 
 Fig.13 において、摘出した組織に対しては、10％ホルムアルデヒド溶液中で
一晩静置し固定し、70％エタノール中に保存した状態で、パラフィンブロック
の作製を奈良病理研究所に依頼した。ブロックより厚さ 4 m の組織切片を作製
した。切片を Hemo-De にて脱パラフィンし、100％、90％、80％、70％エタノ
ールを用いて順次、再水和を行い、10 mM TCA (trichloroacetic acid)でマイク
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ロウェーブによる抗原の賦活化を行った。5% skim milk in PBS で 1 h 室温に
て一次抗体の非特異的結合をブロッキングした。一次抗体の製品と濃度は上述
したものを用い、両者を IMMUNO SHOT Reagent 1 (Cosmo Bio, Tokyo, 
Japan)中で混ぜて 4℃で一晩インキュベートした。可視化するための二次抗体
として、Alexa Fluor 488 Donkey Anti-Goat IgG (H+L) antibody (1:250)および
Alexa Fluor 594 Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) antibody (1:1000, Molecular 
Probes)を IMMUNO SHOT Reagent 2中で混ぜ、30 minインキュベートした。 
 一次抗体を用いずに同様のプロトコールを行ったものを陰性対照とした。 
 蛍光画像の撮影には、倒立顕微鏡 (Eclipse Ti-U, Nikon, Tokyo, Japan)を用






4．MR 刺激モデルおよび MR 阻害モデルの作製 
 SD ラットに、vehicle として 1％ヒドロキシプロピルメチルセルロース
（HPMC）(Sigma-Aldrich Japan, Tokyo, Japan)を投与した群を Control 群、
1％ HPMC に懸濁した、合成ミネラロコルチコイドであるフルドロコルチゾン
（FC）を 6 mg/kg/day の投与量[24, 25]で投与した群を FC 群とした。投与は 1
日 1 回、3 日間の経口投与で行い、4 日目に各種膀胱機能の評価を行った。 
さらに、MRの膀胱機能への関与について検討するため、上述と同様のControl
群と FC 群に加え、MR 以外のステロイド受容体に対する作用が比較的弱い選択





全身血圧および心拍数を非観血式血圧計(BP-98A-L, Softron, Tokyo, Japan)
を用いて測定した。37℃に設定した保温器(THC-31, Softron)内にラットを固定
し、30 min 分間以上保温器内で安定化させたのち、tail-cuff 法により血圧およ




 薬物投与期間終了後、摘出した組織から、PRO-PREP Protein Extraction 
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Solution (iNtRON Biotechnology, Gyeonggi-do, Korea)を用いてタンパク質を
抽出し、BCA Protein Assay Reagent (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, 
USA)を用いてタンパク質濃度を測定した。 
 25 g のタンパク質のサンプルを用いて 10% SDS-PAGE gel で泳動し
PVDF 膜（ImmobilinTM; Millipore, Bedford, USA）に転写した。転写後の
PVDF 膜は、5% skim milk in TBST (tris-buffered saline tween-20) にて室温
で 1 h、ブロッキング処理し、primary rabbit anti-ENaC-α polyclonal antibody 
(1:500; Bioss)もしくは mouse anti--actin monoclonal antibody (1:2500; 
Sigma, Saint Louis, MO, USA) in 5% skim milk にてインキュベートした。
TBST にて洗浄後、二次抗体として、anti-rabbit immunoglobulin G (IgG) 
conjugated to horseradish peroxidase (1:5000; GE Healthcare, Little 
Chalfont, UK) in TBST、もしくは anti-mouse IgG (1:5000; GE Healthcare)を
用いてインキュベートした。その後、再び TBST にて洗浄し、ECL Western 
Blotting Detection Reagents (GE Healthcare)を用いて発色し、ImageQuant 
LAS 4000 mini (GE Healthcare)で撮影した。得られたバンドを ImageJ ソフト




 吸入麻酔装置(NS-1, Yazawakagaku, Nagoya, Japan)を用い、導入麻酔を 3％
イソフルラン、維持麻酔を 2％イソフルランによって行い、麻酔下で、下腹部を
切開し、露出した膀胱の頭頂部より PE-50 チューブを挿管し、5-0 糸(Coated 
VICRYL, Ethicon, Somerville, USA)を用いて二重結紮により固定し、膀胱瘻を
作製した。PE-50 チューブは下腹部より皮下を通し、首の後ろから体外へ出し、
圧トランスデューサー(UD5500, Dantec, Skovlunde, Denmark)につなぎ、さら
に膀胱への生理食塩水注入のためシリンジポンプ(NE-300, New Era Pump 
Systems, Farmingdale, USA)へとつないだ。膀胱内圧測定は、麻酔の影響を避
けるため、覚醒下にて、固定器内でラットを固定し行った。生理食塩液（室温）
の膀胱内注入速度は 80 l/min とした。その後、必要に応じて、生理食塩液に溶
解した 1 mM アミロライド溶液（室温）に交換した。圧トランスデューサーの
信号を PowerLab 4/26 (ADInstruments, Sydney, Australia)で記録し、得られた膀胱












結果は全て平均値±標準誤差で表してあり、2 群間の検定は Student’s t-test
を用いた。膀胱内圧測定において、群内での注入液の置換の前後の比較には
paired t-test を用いた。多群間の検定には、analysis of variance （ANOVA）







1．膀胱における MR の mRNA 発現 
 RT-PCR 法により、膀胱における MR の mRNA 発現を解析した。腎臓と同様
に膀胱における MR の mRNA の発現が見られた（n=7）。反応液の組成として
cDNA を加えず行った陰性対照では検出されないことを確かめた（Fig. 6）。ま
た、シークエンス解析により、膀胱サンプル由来の PCR 産物の塩基配列は、以
前に報告されているラット MR の配列[27]と同一であることを確認した。 
 
 
Fig. 6  Reverse transcriptase-polymerase chain reaction and agarose gel 
electrophoresis to analyze MR expression in the rat urinary bladder. MR mRNA 
expression was clealy observed in the rat urinary bladder. The kidney cDNA was used 













Fig. 7  Expression and localization of MR and ENaC proteins in the rat urinary 
bladder. Blue staining indicates 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-positive nuclei. 
(A) Green staining indicates localization of the MR protein at the rat urinary bladder 
epithelium. (B) Green staining indicates localization of the ENaC protein at the rat 






 次に、MR を刺激するため、合成ミネラロコルチコイドである FC を用いて
MR を刺激した群を作製し、体重、膀胱湿重量、心拍数、および全身血圧への影
響を調べた。FC 群の体重は、Vehicle を投与した Control 群に比べ、減少が見ら
れた（P < 0.05）が、膀胱湿重量および膀胱重量/体重比に変化は見られなかった
（P > 0.05）。FC 群の心拍数、および全身血圧は、Control 群と比べ、変化は見ら
れなかった（P > 0.05）（Table 3）。 
 






Body weight (g) 356.4 ± 4.1 336.5 ± 7.7 * 
Bladder weight (mg) 101.2 ± 5.3 93.6 ± 5.0 
Bladder-to-body weight ratio (mg/g) 0.28 ± 0.01 0.28 ± 0.02 
Heart rate (beats per min) 358.0 ± 10.2 336.1 ± 9.2 
Systolic blood pressure (mmHg) 127.2 ± 5.0 125.1 ± 3.5 
Diastolic blood pressure (mmHg) 90.6 ± 4.1 94.3 ± 1.7 
 
Data are expressed as mean ± standard error. Three days following administration, no statistically 
significant differences were observed between the control (vehicle) and fludrocortisone (FC) groups 





4．MR 発現量における FCの影響 
 Real-time PCR 法を用いて Control 群(n=6)と FC 群(n=6)の膀胱における MR の
mRNA 発現量を解析した。両群間での MR の mRNA 発現量の違いは見られなか
った（P > 0.05）（Fig. 8）。 
 
Fig. 8  Quantitative analysis of MR mRNA expression in the rat urinary bladder after 
three days of FC administration using real-time reverse transcriptase-PCR. MR 
expression normalized by mRNA expression levels of -actin. Expression levels of MR 
mRNA in the FC group was not changed compared with the control group. Each bar 








ける ENaCαタンパク質の発現量を解析した。FC 群の膀胱における ENaCαタン




Fig. 9  Western blot analysis of the expression of epithelial sodium channel-α protein in 
the rat urinary bladder after three days of fludrocortisone administration. (A) 
Representative immunoblots of epithelial sodium channel-α (ENaCα) and β-actin 
proteins. (B) Densitometric quantification of the corresponding bands revealed that 
ENaCα protein in the fludrocortisone (FC) group was significantly upregulated, 
compared with the control group. The mean expression level of ENaCα protein in the 
control group was set to 1.0-fold for the comparative analysis. Each bar indicates mean 
± standard error values; n=3 in the control group (vehicle administration), and n=7 in 
the FC group. *P < 0.05. 
 
6．膀胱機能における FC の影響 
膀胱内圧測定により、Control 群（n=4）と FC 群（n=7）の膀胱機能を解析し
た。本実験では、膀胱内注入液として、生理食塩液と、ENaC 阻害薬として 1 mM
アミロライドを用いた。 
Fig. 10A に、膀胱内圧測定によって得られた、Control 群および FC 群の各々の
代表的なチャートを示した。生理食塩液の注入時の FC 群の排尿間隔は Control
群に比べて短縮が見られた。膀胱内への注入液を、生理食塩液から 1 mM アミロ
ライド溶液に置換したところ、Control 群では排尿間隔に生理食塩液の注入時と
変化が見られなかったが、FC 群では排尿間隔に延長が見られた。 
Fig. 10B, C に膀胱内圧測定の解析結果を示した。生理食塩液の注入時の排尿間




ころ、排尿間隔は、Control 群で 635.0 ± 140.5 秒、FC 群で 538.4 ± 79.1 秒となり、
有意差は見られなかった（P > 0.05）。Control 群内での排尿間隔にはアミロライ






Fig. 10  Cystometry after three days of fludrocortisone administration. (A) 
Representative cystometrogram during intravesical infusion of saline and the 
subsequent amiloride (AMI) treatment in the control and fludrocortisone (FC) groups. 
(B) Results of the intercontraction intervals (ICI) analysis. The FC group exhibited 
significantly shorter ICIs during the saline infusion, compared with the control group. 
21 
 
The subsequent infusion of 1 mM amiloride significantly prolonged the ICIs in the FC 
group, although it did not change the ICIs of the control group. (C) The maximum 
intravesical pressure (MP) during saline and amiloride infusion in each group. No 
intra-group or inter-group changes in MPs were observed during infusion of saline and 
amiloride. Each bar indicates mean ± standard error values (panels B, C); n = 4 in the 
control group (vehicle administration), and n = 7 in the FC group. *P < 0.05 vs. control. 
## P < 0.01 vs. saline. N.S., not significant. Pves, intravesical pressure. 
 
7．MR 阻害薬エプレレノンの膀胱機能および ENaCα発現に対する効果 
7-1）膀胱内圧測定 
 選択的 MR 阻害薬エプレレノン（EPL）を用いて、FC 群に対する MR 阻害の
効果を検討した。これまでと同様に作製した Control 群および FC 群に加え、FC
と EPL を同時に経口投与した FC+EPL 群を作製して膀胱内圧測定を行った。膀
胱内への注入液としては生理食塩液のみを用いた。 
Fig. 11 に、膀胱内圧測定によって得られた、Control 群、FC 群および FC+EPL
群の各々の代表的なチャートを示した。生理食塩液の注入時の FC 群の排尿間隔
は Control 群に比べて短縮が見られた。一方、FC+EPL 群では FC 群に比べて、
排尿間隔の延長が見られた。 
 Table 4 に膀胱内圧測定の解析結果を示した。FC 群の排尿間隔は Control 群に
比べて有意に短縮した（P < 0.01）。一方、FC+EPL群では FC 群に比べて、平均
値で 29.2％の排尿間隔の延長が見られ、Control 群との有意差は見られなかった




Fig. 11  Cystometry after three days of drug administration. Representative 
cystometrogram during intravesical infusion of saline in the control, FC and FC+EPL 
groups. The FC group exhibited significantly shorter ICIs during the saline infusion, 
compared with the control group and that was be ameliorated by EPL. Pves, 
intravesical pressure. 
 
Table 4  Intercontraction intervals of control, FC, and FC+EPL groups 
 
Group Intercontraction intervals (s) 
Control  746.3 ± 73.8 (n=11) 
FC   394.0 ± 60.5 ** (n=10) 
FC + EPL  509.2 ± 110.1 (n=5) 
 
Data are expressed as mean ± standard error. 




 ウエスタンブロッティング法を用い、Control 群（n=4）、FC 群（n=7）および
FC+EPL群（n=5）におけるENaCαタンパク質の発現量を解析した。FC群のENaCα
タンパク質の発現量は、Control 群に比べて有意に増加した（P < 0.05）。一方、
FC+EPL群では FC 群に比べて、平均値で 36.9％の抑制が見られ、Control 群との
有意差は見られなかった（P > 0.05）。（Fig. 12）。 
 
 
Fig. 12  Western blot analysis of the expression of epithelial sodium channel-α protein 
in the rat urinary bladder after three days of vehicle, fludrocortisone or fludrocortisone 
plus eplerenone administration. (A) Representative immunoblots of epithelial sodium 
channel-α (ENaCα) and β-actin proteins. (B) Densitometric quantification of 
corresponding bands revealed that ENaCα was significantly upregulated in the 
fludrocortisone (FC) group compared with the control group. Co-administration of EPL 
with FC attenuated this effect of FC, although the difference was not statistically 
significant. The expression levels in the FC+EPL group were not significantly different 
from those in the control group. The mean ENaCα expression in the control group was 
set to 1.0 for the comparative analysis. Each bar indicates mean ± standard error 
values; n = 4 in the control group (vehicle administration), n = 7 in the FC group and n = 





7-3）MR および ENaCαの発現部位の解析 
膀胱組織を用いた蛍光免疫染色法によりControl群（n=4）、FC群（n=3）、FC+EPL





Fig. 13  Immunofluorescent analysis of mineralocorticoid receptor protein and 
epithelial sodium channel-α protein in the rat urinary bladder after three days of 
vehicle, fludrocortisone or fludrocortisone plus eplerenone administration. Green and 
red staining indicates mineralocorticoid receptor (MR) protein and epithelial sodium 
channel-α (ENaCα) protein, respectively, in the rat urinary bladder. MR and ENaCα 
were localized at the rat urinary bladder epithelium. The staining distribution were not 





 膀胱上皮に発現する ENaC は、膀胱壁の伸展を感知する機械受容器として機
能しており、その活性化により、膀胱の収縮に重要な役割を持つ ATP の上皮細
胞からの放出を亢進することが報告されている[7]。一方、腎臓の遠位ネフロン
の上皮細胞において、Na+の再吸収に関わる ENaC の発現量や活性は、MR に
より調節されていることが知られている[8, 20, 21]。これらのことより、本研究




能における MR の機能も不明だった。本研究ではラット膀胱に MR が存在する
か解析したところ、哺乳類の膀胱上皮に MR が発現していることを初めて明ら
かにした。次に MR が膀胱機能においてどのような役割を担うのか明らかにす






ている[4, 7, 15]。したがって、FC により誘発された蓄尿障害には、ENaC の発
現量の増加により求心路への刺激の入力が亢進したことによる尿意の増大が起





る FC を投与したラットの膀胱においても、これらの作用により ENaC の発現
量が増加した可能性が考えられる。 
さらに、選択的 MR 阻害薬である EPL を FC と共に投与したところ、FC に
より惹起された蓄尿障害が改善する傾向が見られ、ENaCの発現量が減少する
傾向が見られた。このことから、膀胱上皮において、MR 刺激による ENaC の
発現の誘導が起こり、膀胱壁の伸展に対する感受性が上昇することで蓄尿障害
が生じたと考えられる。本研究においては、Control 群に EPL を投与した群の
作製を行っていないため、EPL が MR を介さず膀胱容量を増やした可能性を否

















をターゲットとした膀胱内圧測定を行った過去の報告[7]と同様の 1 mM という
高濃度を用いた。ENaC の他にも 1 mM アミロライドにより阻害されうるイオ
ンチャネルについての報告はあるが、アミロライドに対する親和性を比較する
と ENaC に対する優先度が最も高いため、本研究においては 1 mM アミロライ


















































て、2004 年 10 月から 2005 年 12 月の間に下部尿路症状と診断された、平均年

















食塩感受性高血圧を呈する [41]。食塩感受性高血圧モデルである Dahl 
salt-sensitive rats（DS ラット）は高食塩食を負荷することにより高血圧を発
症するモデル動物であり、食塩感受性高血圧の研究分野において広く使用され
ている。高食塩食を負荷しても高血圧を発症しない Dahl salt-resistant rat（DR
ラット）は DS ラットの正常対照として使用される[42]。通常食塩食を与えた
DR および DS ラット、高食塩食（8% NaCl）を与えた DR および DS ラットの
4 群で排尿について検討した報告では、高食塩食を与えた DS 群のみが 1 回あた
りの排尿量が減少しており、さらに 1 日のうちの安静期（睡眠期）の排尿回数
の増加が見られることが示されている[43]。  





また、高食塩食を負荷した DS ラットは、高食塩食を負荷した DR ラットと同等
の血中アルドステロン濃度を示すにも関わらず、DS ラットの腎臓においては、
アルドステロン非依存的に MR の活性化が起こっていることが報告されている












 6 週齢、雄性、DR ラットおよび DS ラット(SLC, Hamamatsu, Japan)を用
いた。動物は、温度および湿度が、それぞれ 23±2℃および 50±10％になるよ
うにコントロールされた部屋で、自由に餌と水を摂取することができるように
し、12 h 毎の明暗サイクルで飼育した。 
DR ラットおよび DS ラットに対し、通常食塩飼料(0.3% NaCl; CE-2, CLEA 
Japan, Tokyo, Japan)および高食塩飼料(8% NaCl; CE-2, CLEA Japan)を 1 週
間負荷し、それぞれ、DR+ normal salt (NS)群、DS+NS 群、DR+ high salt (HS)
群、および、DS+HS 群とし、全身血圧および心拍数を非観血式血圧計(BP-98A-L, 
Softron, Tokyo, Japan)を用いて測定した。37℃に設定した保温器(THC-31, 
Softron)内にラットを固定し、30 min 以上保温器内で安定化させたのち、





 DS ラットの膀胱における MR-ENaC 経路の関与を検討するため、DS ラット
に高食塩飼料を 1 週間負荷した DS+HS 群と、高食塩飼料とともに選択的 MR 阻











を用いた方法に準ずる。ただし、二次抗体は Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit 






SDS-PAGE gelの濃度は15 gおよび 7.5％であり、バンドの撮影にはLAS 3000 




結果は全て平均値±標準誤差で表してあり、2 群間の検定には Student’s 
t-test を用いた。膀胱内圧測定において、群内における注入液の置換の前後の比
較には paired t-test を用いた。 







1．通常食塩食、高食塩食負荷後の DR、DS ラットの体重と膀胱湿重量 
 0.3%NaCl を含む通常食塩食および 8% NaCl を含む高食塩食を、それぞれ DR
および DS ラットに 1 週間負荷した後、体重と膀胱湿重量を測定した。 
全群間の比較により、通常食塩食を負荷した 2群（DR+NS群 8例およびDS+NS
群 8 例）に比べ、高食塩食を負荷した 2 群（DR+HS 群 6 例および DS+HS 群 9
例）の体重に有意な増加が見られた（Fig. 15A）（DR+NS 群と DS+HS 群間で P < 
0.05、DS+NS 群と DS+HS 群間で P < 0.05、DR+NS 群と DR+HS 群間で P < 0.01、
DS+NS 群と DR+HS 群間で P < 0.01）。また、全群間の比較により、通常食塩食
を負荷した 2 群（DR+NS 群および DS+NS 群）に比べ、高食塩食を負荷した 2
群（DR+HS群およびDS+HS群）の膀胱湿重量に有意な増加が見られた（Fig. 15A）
（いずれも P < 0.01）。 
通常食塩食を負荷した DR+NS 群および DS+NS 群間、また、高食塩食を負荷
した DR+HS 群および DS+HS 群間において膀胱湿重量の変化は見られなかった
（P > 0.05）（Fig. 15B）。このことから、膀胱の器質的な変化が起こっており、こ
の 4 群での膀胱機能の比較は難しいことが想定され、これ以降の検討において
は高食塩食を負荷した群のみ（DR+HS 群および DS+HS 群）を用いた。 
 
 
Fig. 15  Body weight and bladder weight of DR and DS rats after normal salt loading or 
high salt loading for one week 





2．高食塩食負荷後の DR、DS ラットの心拍数、および全身血圧 
 DR および DS ラットに、8% NaCl を含む高食塩食を 1 週間負荷した後、心拍
数、および全身血圧を測定した。 
心拍数に有意な差は見られなかった（P > 0.05）。収縮期血圧および拡張期血圧
に関しては、DR+HS 群に比べ、DS+HS 群が有意に高値であった（それぞれ、P 
< 0.05 および P < 0.01）（Table 5）。 
 
Table 5  Heart rate and blood pressure of DR and DS rats after high salt loading for 
one week 
 
 DR+HS (n=6) DS+HS (n=8) 
Heart rate (beats per min) 429.4 ± 5.4 423.9 ± 6.6 
Systolic blood pressure (mmHg) 118.4 ± 3.7  128.2 ± 2.4 * 
Diastolic blood pressure (mmHg)  74.7 ± 3.4    94.3 ± 3.2 ** 
 
Data are expressed as mean ± standard error; *P < 0.05 vs. DR+HS group; **P < 0.01 vs. 
DR+HS group. 
 
3．高食塩負荷の DS ラットの膀胱機能に対する影響 
DR（n=5）および DS ラット（n=5）に 8% NaCl を含む高食塩食を 1 週間負荷
した後、膀胱内圧測定により膀胱機能を解析した。 





Fig. 16B, C に膀胱内圧測定の解析結果を示した。生理食塩液の注入時の排尿間
隔は、DR+HS 群で 696.6 ± 27.0 秒、DS+HS 群では 339.0 ± 69.0 秒であり、DS+HS
群では排尿間隔が有意に短縮された（P < 0.01）。生理食塩液をアミロライド溶液
に置換したところ、排尿間隔は、DR+HS 群で 748.4 ± 51.3 秒、DS+HS 群で 528.0 
± 104.3 秒となり、有意差は見られなかった（P > 0.05）。DR+HS 群内での排尿間







Fig. 16  Cystometry after the 1-week high salt diet treatment. (A) Representative 
cystometrogram during intravesical infusion of saline and during the subsequent 
amiloride (AMI) infusion in DR+HS and DS+HS group. (B) Results of the 
intercontraction intervals (ICI) analysis. The DS+HS group exhibited significantly 
shorter ICIs during the saline infusion, compared with DR+HS group. The subsequent 
infusion of amiloride significantly prolonged the ICIs in the DS+HS group, although it 
did not change the ICIs of DR+HS group. (C) The maximum intravesical pressure (MP) 
during saline and amiloride infusion in each group is shown, with no intra-group or 
inter-group changes in MPs observed during infusion of saline and amiloride. Each bar 
indicates mean ± standard error values (panels B, C); n = 5 in DR+HS group, and n = 5 
in DS+HS group. **P < 0.01 vs. DR+HS group. # P < 0.01 vs. saline. N.S., not significant 
(P > 0.05). Pves, intravesical pressure. 
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4．高食塩負荷の DS ラットの膀胱における ENaCαタンパク質の発現量の解析 
ウェスタンブロット法により、8% NaCl を含む高食塩食を 1 週間負荷した後
の DR（n=6）および DS ラット（n=5）の膀胱における ENaCタンパク質の発現
量を解析した。DR+HS 群に比べ、DS+HS 群において、ENaCタンパク質の発現
量は約 1.8 倍の有意な増加が見られた（P < 0.01）（Fig. 17）。 
 
Fig. 17  Western blot analysis of the expression of epithelial sodium channel-α protein 
in the urinary bladder of DR and DS rat after the 1-week high salt diet treatment. (A) 
Representative immunoblots of epithelial sodium channel-α (ENaCα) and β-actin 
proteins. (B) Densitometric quantification of the corresponding bands revealed that 
ENaCα protein in DS rats was significantly up-regulated, compared to DR+HS group. 
The mean expression level of ENaCα protein in the DR+HS group was set to 1.0-fold for 
the comparative analysis. Each bar indicates mean ± standard error values; n = 6 in 
DR+HS group, and n = 5 in DS+HS group. ** P < 0.01. 
 
5．高食塩負荷の DR および DS ラットの ENaCαタンパク質の発現分布の解析 
免疫染色により、8% NaCl を含む高食塩食を 1 週間負荷した後の DR および
DS ラットの膀胱における ENaCタンパク質の発現分布を解析した。DR+HS 群
（n=3）および DS+HS 群（n=4）において、上皮における ENaCα タンパク質










Fig. 18  (A, B) Expression and localization of epithelial sodium channel alpha (ENaCα) 
protein in urinary bladder of DR+HS and DS+HS group. Green staining indicates 
localization of the ENaCα protein at the rat urinary bladder epithelium. (C) 
Immunohistochemical analyses performed without the primary antibody, using the 
urinary bladder of DS+HS group. Green staining was hardly detectable. Blue staining 





Fig. 19  Immunohistochemical analyses of the positive controls with the primary 
antibody and the negative controls without the primary antibody, using the kidney 
tissues of Sprague-Dawley rats. Blue staining indicates the 
4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-positive nuclei. In the positive control, green 
staining indicates the epithelial sodium channel alpha (ENaCα) protein in the rat 









で 56.3%減少し、有意な差が見られた（P < 0.05）（Fig. 20）。 
 
 
Fig. 20  Western blot analysis of the expression of epithelial sodium channel-α protein 
in the urinary bladder of DS+HS group and DS+HS+EPL group. (A) Representative 
immunoblots of epithelial sodium channel-α (ENaCα) and β-actin proteins. (B) 
Densitometric quantification of the corresponding bands revealed that ENaCα protein 
in DS+HS+EPL group was significantly inhibited the up-regulation of ENaCα protein, 
compared to DS+HS group. The mean expression level of ENaCα protein in the DS+HS 
group was set to 1.0-fold for the comparative analysis. Each bar indicates mean ± 











































はないと考えられる。また、本研究においては、DR＋HS 群に EPL を投与した
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